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摘  要: 氧化还原酶还原醛或酮生成各种手性醇或手性胺类化合物。然而，氧化还原酶的催化过程通常需要

价格昂贵的烟酰胺类辅酶提供或接受电子，这严重阻碍了氧化还原酶的工业化进程。因此，如何降低辅酶的成

本已成为生物催化领域的研究热点和关键问题。随着工业化应用的实际需求和研究工作的深入，各种解决辅酶

问题的策略被相继提出，如构建体外辅酶再生系统，利用发酵工程与代谢工程等手段提高内源性辅酶利用率，

研究和开发辅酶替代物等。文中对这些策略的研究概况进行简要介绍，并通过列举相关应用实例分析各自的优、

缺点，为进一步拓展氧化还原酶的工业化应用提供借鉴和参考。 
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Abstract:  NAD(P)(H)-dependent oxidoreductase catalyzes the reduction of ketones or aldehydes to prepare a wide 
variety of valuable chiral alcohols or amines. However, expensive cofactors are absolutely required for the biocatalytic 
processes with oxidoreductases, which severely hinder their industrial applications. Consequently, the issue on reducing 
cofactor costs has become one of the major focuses in the field of biocatalysis. With the substantial development in recent 
years, a number of strategies have been proposed and implemented to solve the cofactor issues in the oxidoreductase 
catalyzed biocatalysis, including the establishment of cofactor regeneration system, the improvement of endogenous 
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cofactor availability via metabolic engineering and the development of biomimetic agents to replace cofactors. In this 
review, recent trends and advances on these strategies are presented, and respective advantages and shortcomings are also 
discussed with a number of examples. 

Keywords:  dehydrogenase, NAD(P)(H), cofactor regeneration, cofactor biomimetic agent, cofactor engineering 

氧化还原酶是一类重要的生物催化剂。与化

学催化剂相比，其催化的氧化还原反应具有反应

条件温和、立体选择性强、副反应少和产物得率

高等优点，约占所有生物催化反应的 30％以上，

并且随着新酶的不断发现和酶理性改造技术的

发展，这一比例还在逐年升高[1-2]。虽然氧化还

原酶能选择性还原含羰基和醛类化合物为手性

氨和手性醇[3-4]，并且这些产物可作为重要手性

模块在手性药物制备、精细化工品生产及手性材

料合成等多个领域具有巨大的应用前景，但是至

今真正应用于工业生产的案例却屈指可数。其根

本的制约因素在于：1) 氧化还原酶需要辅酶的

参与，而这些辅酶大多为烟酰胺类，主要是

NAD+/NADH 和 NADP+/NADPH；2) 在工业生

物催化应用中，通常需要人为添加外源性辅酶以

完成催化反应，而烟酰胺类辅酶价格昂贵、稳定

性差、难以重复利用，导致反应成本高昂。因此，

如何降低辅酶用量和成本成为氧化还原酶工业

化应用的一个重要课题。 

经过较长时间的研究，人们已建立了多种方

法用于提高辅酶的利用效率，降低反应中辅酶的

成本，这些方法主要包括：采用酶法、电化学法、

光化学法或化学法原位再生辅酶；利用代谢工程

等手段改造细胞的代谢途径，提高内源性辅酶的

含量和利用率；研究辅酶替代物等。这些策略都

能够不同程度地改善反应体系中氧化还原酶的

活性和辅酶的稳定性，实现辅酶及其替代物的重

复利用，提高氧化还原反应的效率，降低生产

成本，从而推动了氧化还原酶反应体系的工业

化进程。 

1  辅酶的体外循环再生 

1.1  酶法循环再生 
辅酶的酶法循环再生是指利用酶促反应实

现还原态或氧化态辅酶的重复利用。由于操作简

单可控、选择性高、稳定性好、再生体系与反应

体系兼容性强以及共底物价格低廉等优点，目前

仍是研究较多和使用较为广泛的方法。根据实施

策略的不同，酶法循环再生系统又分为两类，第

一类是底物偶联法 (图 1)，即在反应体系中仅有

一种氧化还原酶，该酶既能催化共底物再生辅

酶，又能利用辅酶和底物合成产物。目前最为常

用的底物偶联系统有异丙醇 (IPA)-NADPH 循环

系统和乙醇-NADH循环系统。例如，美国 Codexis

公司以 IPA 作为共底物构建了 IPA-NADPH 辅酶

再生体系，为氧化还原酶 KRED 催化合成抗哮喘

药物孟鲁司特的手性醇中间体连续提供质子供

体，使底物完全转化成产物的最大浓度达到

100 g/L[5]。虽然底物偶联法简化了反应体系并提

高了辅酶的利用效率，但是该方法具有明显的缺

点：1) 仅利用一种酶在同一体系中催化两个不

同方向的反应，因此较难获得最适反应的热力学

条件；2) 过量的共底物也会对酶产生抑制作用

而降低催化效率。 
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另一类为酶偶联法 (图 1)，即在一个反应体

系中联合应用两种氧化还原酶催化不同反应，一

个酶催化底物反应获得产物，另一个酶催化共底

物反应实现辅酶再生。该方法由于具有共底物价

廉、反应的热力学条件容易控制、辅酶再生效率

高和循环稳定性好等优点，因此已成为应用最为

广泛的辅酶再生技术。目前常用的酶偶联辅酶

循环系统有：甲酸-甲酸脱氢酶 (FDH) 系统、

葡萄糖-葡萄糖脱氢酶 (GDH) 系统、6-磷酸葡

萄糖-6-磷酸葡萄糖脱氢酶系统以及亚磷酸-亚磷

酸脱氢酶 (PTDH) 系统。例如，本实验室从不动

杆菌 Acinetobacter baylyi ATCC 33305 克隆了

一种新的氧化还原酶，命名为双羰基还原酶  

(DKR)[6-7]，构建了 DKR 和 FDH 的偶联体系用

于合成他汀类药物手性二醇中间体。通过进一步

引入水-正己烷两相系统，该偶联体系的底物浓

度提高至 105 g/L[8]，较大地降低了生产成本。 

 

图 1  辅酶的酶法循环再生 
Fig.1  Cofactor regeneration by enzymatic reactions. 
(A) Substrate coupling method. E: enzyme for 
catalyzing two different reactions in one system. (B) 
Enzyme coupling method. E1: product-preparing 
enzyme; E2: cofactor regeneration enzyme. 

除了在反应体系中添加氧化还原酶及相应

的底物进行辅酶的循环再生外，利用微生物细胞

内天然存在的氧化还原酶也能实现辅酶的循环

再生。Yang 等[9]发现南极酵母 Rhodotorula sp. 

AS2.224 细胞粗提液中含有内源性甘露醇脱氢

酶，并利用该酶再生 NADPH，进而辅助羰基还

原酶催化底物 2-乙酰基吡啶的还原，转化率高达

96.8％，ee 值大于 99％。最近，Yan 等[10]构建了

羰基还原酶 SCR1 的大肠杆菌工程菌，证实了该

菌的粗酶液中存在多种可用于 NADPH 再生的内

源性氧化还原酶。经反应条件优化后，含有羰

基还原酶 SCR1 的粗酶液能催化 80 mmol/L 的

α-羟基苯乙酮的还原，转化率高达 90.1％，ee 值

大于 99％，NADPH 的总转化数为 3 604。此外，

本实验室也考察了大肠杆菌细胞内源性葡萄糖

脱氢酶和葡萄糖-6-磷酸脱氢酶再生辅酶的效率，

发现补加葡萄糖能有效利用内源性氧化还原酶

和 DKR 形成的偶联体系催化合成他汀类药物手

性二醇中间体，其催化效率与 DKR-FDH 偶联反

应体系相当[11]。这些实验结果表明，利用微生物

细胞自身的氧化还原酶来实现辅酶再生的方法

不仅能够降低生产成本，而且使实验操作进一步

简化，是一种有效的辅酶再生策略。但是，由于

大多数天然存在的氧化还原酶存在表达量低、催

化活性弱以及容易失活等缺点，其工业化应用的

潜力并不大。 

1.2  电化学法、光化学法和化学法循环再生 
电化学法是利用电极提供或接受电子使还

原态或氧化态辅酶再生的方法。该方法虽然具有

反应体系简单、不需外加第二个酶和共底物、成

本低以及无副产物等优点，但也存在辅酶再生速
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率低、酶易失活、需要提供高电压和电极易钝化

等诸多问题。尽管电极表面改性和新电子介体的

寻找能够在一定程度上解决上述问题，例如 Kim

等[12]制备的具有氧化还原性质的氧化锡电极能

够有效再生辅酶，将其与醇脱氢酶偶联可以用于

合成丙酮，但电极材料本身的性能局限导致该方

法目前尚处于实验室研究阶段，需要继续发展和

完善。 

光化学法采用光敏染料 (如亚甲蓝) 经可见

光照射激发后作为电子载体提供电子给氧化态

辅酶而实现辅酶的再生。虽然该方法具有绿色环

保、价格低廉等优点，但过于复杂的反应体系和

低下的辅酶再生效率致使其至今还停留在实验

室研究阶段，离实际应用还有一段距离。 

辅酶的化学再生法就是利用化学电子供体

如连二亚硫酸盐将电子传递给氧化态的辅酶而

实现 NAD(P)H 的再生。其中，利用廉价的氢气

以及性能优良的钌复合物分别作为最终还原剂

和催化剂还原氧化态辅酶是一种富有潜力的辅

酶再生系统[13]。然而，该系统的辅酶再生效率偏

低与稳定性差等缺点不利于工业化应用，有待进

一步研究。 

2  细胞代谢与内源性辅酶 

2.1  内源性辅酶再生系统的构建  
在不影响微生物细胞自身正常代谢的情况

下，利用基因工程技术向细胞内引入外源性氧化

还原酶如 GDH、PTDH 和 FDH，构建胞内辅酶

再生系统以实现辅酶的循环利用是解决多酶、多

底物辅酶再生系统兼容性和复杂性的有效手段。

Berríos-Rivera 等[14]将 FDH 引入大肠杆菌，加入

甲酸后细胞内 NADH 的含量增加了 1 倍，乙醇

脱氢酶催化合成乙醇的效率也随之提高了 15倍。

针对体外辅酶再生体系效率低、操作繁琐与稳定

性差等缺点，本实验室构建了 DKR 和 GDH 的共

表达重组大肠杆菌，通过酶催化反应动力学分析

和对工程菌细胞内辅酶浓度的实时监测，发现在

全细胞催化反应过程中，当其他影响反应效率的

因素均相同时细胞内辅酶浓度决定了全细胞的

催化效率。在此规律指导下，通过优化反应条

件，在不需外加辅酶的情况下，利用以上共表达

菌株催化底物完全转化为合成他汀手性侧链的

中间体——3R,5S-双羟基酯化合物，且反应体系

中底物浓度比单纯表达 dkr基因的细胞提高了 15

倍[15]，有效地解决了辅酶供应这一制约因素，为

氧化还原酶的工业化应用提供了新的思路。然

而，该方法并不能提高细胞内辅酶的总量，有时

甚至需要添加外源性辅酶来增加细胞内辅酶的

浓度以加速催化反应的完成。 

2.2  培养基成分的优化 
由于培养基组分对微生物次生代谢途径影

响较大，因此优化培养基的成分，尤其是碳源，

在一定程度上能直接调节氧化态和还原态辅酶

的含量及其比例。San 等[16]向培养基中添加多种

氧化形态的碳源 (葡萄糖，山梨醇和葡萄糖酸)，

发现不同碳源导致大肠杆菌内 NADH/NAD+的

比例产生较大差别，其原因在于不同氧化形态

的碳源参与的糖酵解过程存在差异。此外，Liu

等[17]在发酵培养基中加入NAD+的生物合成前体

烟酸 (NA) (图 2)，发现 8 mg/L NA 能够有效促

进细胞内 NAD+的合成，从而增加了光滑球拟酵

母 Torulopsis glabrata细胞内产物丙酮酸的浓度。 
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2.3  辅酶合成途径的改造 
微生物细胞内的辅酶生成和降解始终处于

一个动态的平衡过程，NAD (P) 的合成途径主要

分为从头合成途径 (De novo pathway) 和补救合

成途径 (Salvage pathway) (图 2)，其中改造补救

途径是增加内源性辅酶总量的常用手段。烟酸磷

酸核糖转移酶 (NAPRTase) 催化 NA 磷酸化生

成烟酸单核苷酸 (NAMN) 的反应是补救途径的

限速步骤。据此，Witholts 等[18]对 NAPRTase 的

结构和功能进行了系统研究，并将其在大肠杆菌

中过量表达，使内源性烟酰胺辅酶的总量提高了

5 倍。Berrios-Rivera 等 [19]通过测定过量表达

NAPRTase 工程菌内的烟酰胺辅酶的含量，同样

证实了高活力的 NAPRTase 能够促进内源性辅

酶的合成，并且 NADH/NAD+比例随 NAPRTase

活性的增加而降低。 

在辅酶的补救途径中，NAD+激酶 (NADK) 

催化 NAD+发生磷酸化即可生成 NADP+ [20-21]。

Lee 等[22]在胸苷生产菌中过量表达了 NADK 后，

内源性 NADPH 的含量增加到原先的 1.3 倍，胸

苷的产率也随之提高 1.2 倍。最近，另一新发现

的 NADK在构巢曲霉 Aspergillus nidulans中被过

量表达同样能够使内源性 NADPH 总量得到明显

提高[23]。 

 

图 2  辅酶的从头合成途径与补救途径 
Fig. 2  Cofactor NAD (P) biosynthesis through the de novo pathway and salvage pathway. 1: quinolinic acid (QA) 
sythetase;  2: QA phosphoribosyltransferase; 3: nicotinic acid monocleotide (NAMN) adenylyltransferase; 4: NAD 
sythetase. NADK: NAD+ kinase; NAPRTase: nicotinic acid phosphoribosyltransferase; DHAP: dihydroxyacetone 
phosphate; IA: iminoaspartate; dNAD: desamido NAD; NA: nicotinic acid; NMN: nicotinamide mononucleotide. 

 
2.4  辅酶再生代谢途径的调控 

细胞内的代谢网络由众多复杂的代谢途径

所构成，通过对代谢网络中辅酶再生和代谢途径

的调控可以改变内源性辅酶的存在形态和利用

度。例如磷酸戊糖途径 (PPP) 是再生还原态辅

酶 NADPH 的主要代谢途径，Poulsen 等[24]通过

在黑曲霉 Aspergillus niger 内过量表达 PPP 中的

6-磷酸葡萄糖脱氢酶，使内源性 NADPH 的浓度

增加了 2 至 9 倍。葡萄糖-6-磷酸脱氢酶 (G6PDH) 

是 PPP 途径中另一种生成 NADPH 的关键酶，通

过在大肠杆菌中过量表达 G6PDH，可以使内源

性 NADPH/NADP+的比例提高 6 倍[25]。 

虽然通过对 PPP 的改造可以有效增加内源

性 NADPH 的含量，但提高 NADH 的细胞内浓
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度则需要修饰其他代谢途径，如甲醇氧化途径。

Pscheidt 等 [26] 系 统 分 析 了 毕 氏 酵 母 Pichia 

pastoris 的甲醇氧化途径中 3 个关键酶 (乙醇氧

化酶、甲醛脱氢酶 (FLD) 和 FDH) 的动力学性

质，通过模拟和实验发现 FLD 是该代谢途径中

NADH 再生的主要限制酶。因此，在 P. pastoris

中过量表达 FLD 就可达到有效再生 NADH 的目

的。此外，在厌氧发酵过程中，乳酸脱氢酶催化

丙酮酸还原产生乳酸，同时消耗大量的 NADH。

为避免这一过程的发生，通过构建过量表达甘油

脱氢酶和丙酮醛合酶的乳酸脱氢酶缺陷型突

变株，不仅增加了内源性 NADH 含量，而且

利用该菌株催化合成 1,2-丙二醇的产率也提

高了 67％[27]。 

虽然人们通过运用各种策略使细胞的代谢

流分布发生改变以达到提高内源性辅酶总量并

调节 NAD (P) +/NAD (P) H 比例的目的，但是由

于细胞内的代谢网络非常复杂，至今仍缺乏对辅

酶相关代谢途径的全面认识，精确调控内源性辅

酶的含量及其形态还比较困难。因此，很有必要

对胞内辅酶的代谢情况进行更深入的研究。最

近，通过在大肠杆菌内过量表达 NAD (H) 跨膜

转运蛋白 NTT4 并敲除 NAD+合成基因 nadE，获

得了能直接利用细胞外 NAD (H) 的 NAD+营养

缺陷型工程菌株，利用该菌株测定了大肠杆菌内

辅酶的浓度阈值[28]。这一研究结果进一步加深了

人们对细胞内辅酶代谢情况的认识，也将有助于

对内源性辅酶的含量和 NAD (P) +/NAD (P) H 比

例进行更精确的调控，为有效设计辅酶依赖型

氧化还原酶介导的全细胞反应体系提供了新的

手段。 

3  辅酶替代物的研究和应用 

针对天然辅酶稳定性差、价格昂贵以及

回收利用效率低等缺点，合成具有类似功能

的替代物可能是解决辅酶现存问题的一条新

途径。 

经过长期的努力，人们已经合成了众多辅酶

结构类似物，希望从中筛选到理想的天然辅酶替

代物。迄今，研究较多的是一类含有烟酰胺结构

的三嗪类染料，即活性蓝 2 (C.I. Reactive Blue 2，

图 3)。由于该类染料能与氧化还原酶活性中心的

辅酶结合位点相互作用，因此 Burton 等通过对

众多三嗪类染料的衍生物进行筛选，获得了具

有天然辅酶活性的化合物活性蓝 N-3 (Blue 

N-3) [29] (图 3)。但是，活性蓝 N-3 结构中的蒽醌

生色团在水溶液中的溶解度较差，并且因其在紫

外-可见光范围内具有较大吸收而不利于用光谱

法监测反应过程。为了解决这些问题，活性蓝

N-3 中的蒽醌生色团被替换成萘等基团，由此合

成了一系列活性蓝 N-3 的衍生物[30-31]，并从中

筛选到结构简单、水溶性高、稳定性好以及紫

外-可见光吸收值低的化合物 CL4[32] (图 3)，这

使辅酶替代物研究又进了一步。然而，与天然

辅酶相比，这类替代物的催化活性仍然较低。

因此，如何进一步优化结构，提高催化活性，

减少反应体系中的用量是该类辅酶替代物研究

的重点。 

辅酶依赖型细胞色素 P450 具有重要的催化

特性，因此针对该类酶催化的氧化还原反应人们

设计了多种辅酶替代体系[33-35]，其中采用含钴的 
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图 3  NAD+，三嗪类染料活性蓝 2 及辅酶替代物活性蓝 N-3，CL4 的结构式 
Fig. 3  Chemical structures of NAD+, triazine dyes C.I. Reactive Blue 2, Blue N-3 and CL4.   
化合物 (Cobalt sepulchrate) (图 4) 作为辅酶替代

物为细胞色素 P450 提供电子的体系最具代表性

和最为典型[36]。Faulkner 等[37]利用电化学法与

cobalt sepulchrate偶联为细胞色素 P450连续提供

电子，从而使 P450 催化月桂酸发生 ω-羟化作用，

并且反应速率与 NADPH 介导的 P450 体系相当。

在此基础上，为了改善水溶性和提高利用效率，

Udit 等[38]合成了亲水性的 NADPH 替代物 1,1’-

二羧基二茂钴 (图 4)。此外，为了进一步简化反

应体系和降低成本，Schwaneberg 等用锌粉作为

电子供体构建了 zinc：cobalt (III) sepulchrate 系

统。将 P450 BM-3 与这一新系统偶联，其催化合

成对硝基苯酚的效率达到了 NADPH 反应体系的

20％[39]。虽然众多研究表明，cobalt sepulchrate

是一类较有潜力的辅酶替代物，但是反应过程中

产生的过氧化物以及体系中存在的氧气会影响

cobalt sepulchrate 和 P450 的活性，因此需要进一

步研究对该体系进行优化。  

 

图 4  钴复合物的结构式 
Fig. 4  Structures of cobalt complexes. (A) Cobalt 
sepulchrate. (B) 1,1’-dicarboxycobaltocene cation. 
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1-苯甲基-1,4-二氢烟酰胺是另一类重要的

NAD+结构类似物。将其与[Cp*Rh (bpy) (H2O)] 

(OTf)2偶联，可以构建辅酶替代物化学再生系统。

Lo 等[40]利用该系统辅助马肝醇脱氢酶催化合成

手性芳香和烷基取代醇，产率达到 90％，ee 值

大于 90％。随后，该系统被应用于 2-羟基-3-单

加氧酶 (HbpA) 合成邻苯二酚[41]以及 P450 突变

体 (W1064S，R966D) 催化对硝基苯氧基癸酸的

羟化反应[42]。由此可见，1-苯甲基-1,4-二氢烟酰

胺作为某些氧化还原酶的辅酶替代物进行相应

的催化反应具有良好的应用前景。但是，该替代

物仍然存在活性低和水溶性差等问题。因此，

今后的工作还需集中在寻找新的辅酶结构类似

物，并对现有的辅酶替代物及与之匹配的氧化

还原酶进行结构改造，以改善现有替代物的各种

缺陷。 

4  总结与展望 

虽然氧化还原酶展现出巨大的应用前景并

在化学工业绿色化的进程中发挥着重要作用，但

至今真正用于工业化生产的案例却屈指可数。其

根本的制约因素是：绝大多数氧化还原酶需在烟

酰胺类辅酶的参与下才能完成催化反应，而烟酰

胺类辅酶价格昂贵、稳定性差并且难以重复利

用，造成催化反应成本高昂。尽管近几十年来人

们针对辅酶问题已提出了多种解决方法，如构建

辅酶循环再生系统、改造辅酶合成途径、调控辅

酶再生代谢途径以及设计辅酶替代物等，并且取

得了一些实质性进展，但是这些方法大多都存在

各种各样的问题和缺陷，严重阻碍了氧化还原酶

在实际工业化生产中的应用。 

基于辅酶工程的研究现状和地球能源的逐

渐枯竭以及人类环保意识的日益增强，采用理性

设计或随机筛选的方法获得能够直接利用水分

子或氢气作为电子供体完成氧化还原反应的独

特氧化还原酶，以及研究和完善有效的辅酶供应

体系，将有可能从根本上解决辅酶问题，由此破

解限制氧化还原酶工业化应用的瓶颈，进一步扩

大氧化还原酶的应用范围，真正实现重要化学品

的绿色化工业制造。 
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